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a  condições  ambientais,  despertando  um  grande  interesse  ao  nível  da  Biologia 
Evolutiva e da Conservação. A Drosophila subobscura apresenta um cline  latitudinal 
quer  no  tamanho  do  corpo,  quer  no  polimorfismo  cromossómico  no  continente 
europeu.  Mais  recentemente,  apresentou  novamente  esta  variação  após  um 




sua  associação  genética  com  inversões  contrastantes  em  diferentes  latitudes.  De 
facto, estudos anteriores revelaram por um lado a presença de uma associação entre 
maior  tamanho  corporal e  inversões  standard numa população no extremo  sul do 
cline  europeu,  por  outro  diferenças  nesta  correlação  em  populações  ibéricas  e 
colonizadoras. Estes resultados aumentaram o  interesse em explorar diferenças no 
grau desta associação entre populações do Sul da Europa e populações do extremo 
nórdico  da  distribuição  europeia.  Neste  projecto  procedeu‐se  à  análise  de 
populações  de  Sintra  (Portugal)  e  Groningen  (Holanda).  Apesar  de  um  poder 
estatístico  reduzido,  encontraram‐se  indícios  de  uma  associação  positiva  entre  o 
tamanho  corporal/número  de  arranjos  standard  em  ambas  as  populações  e  de 
possíveis diferenças nesta associação nos extremos do cline europeu. Paralelamente, 
foi  desenvolvido  um  estudo  de  evolução  experimental  envolvendo  estas  duas 
populações, de forma a explorar a relevância dos factores adaptativos e históricos na 
evolução  posterior  destas  populações,  num  novo  ambiente  comum.  Os  dados 
obtidos sugerem um padrão de convergência populacional, com a população nórdica 







Clinal  variation  provides  an  opportunity  to  identify  the  traits  and  genes 
associated with environmental conditions, being  therefore of particular  interest  to 
the  fields of  Evolutionary  and Conservation Biology. Drosophila  subobscura  shows 
latitudinal  clines  in  body  size  and  chromosomal  inversions  in  Europe  and,  more 
recently,  in newly colonised areas  in North and South America, thereby reinforcing 
the role of natural selection. Nevertheless, it remains unclear which evolutionary and 
genetic mechanisms are directly  involved  in  clinal variation.  It has been  suggested 
that the basis for variation  in body size  lies  in the genetic association between this 
trait and distinct inversions throughout the latitudinal range. In fact previous studies 
have uncovered an association between  standard arrangements and a  larger body 
size  in a southern European population, and variations  in the correlation  in  Iberian 
and  colonizing  populations.  These  results  led  to  a  greater  interest  in  exploring 
differences  in the degree of association  in populations from the extreme north and 
south  of  the  European  distribution.  This  study  analyses  populations  from  Sintra 
(Portugal)  and  Groningen  (Netherlands),  with  both  showing  signs  of  a  positive 
association  between  body  size/number  of  standard  arrangements  and  of  possible 
differences in this association in latitudinal extremes of the European cline, despite a 
lack  of  statistical  power. At  the  same  time  both  populations were  included  in  an 
experimental evolution project in order to evaluate the role of historic and adaptive 
factors  in  their posterior evolution  in  a new,  common environment. The northern 
population had a higher evolutionary response to the laboratory environment and a 
convergence  pattern  was  found  among  populations,  a  result  that  suggests  the 
predominance of natural selection in local adaptation.  
 


































































2‐  LISTA  DE  “ARRANJOS  CROMOSSÓMICOS  PRIVADOS”  PARA  OS  PARES  DE  POPULAÇÕES 
















CROMOSSOMAS  ENTRE  AS  POPULAÇÕES  OW  E  GR  NA  PRIMEIRA  (G1)  E  QUINTA  (G5) 
GERAÇÕES.  32 
10‐ VALORES DE F DA ANOVA BIFACTORIAL NO ESTUDO DAS DIFERENÇAS NA DOSE STANDARD 

























variação  torna‐se  especialmente  relevante  quando  nos  deparamos  com  uma 





revela‐se  um  dos  fenómenos  mais  interessantes  para  a  Biologia  Evolutiva  e  da 




do  segmento envolvido. Deste modo, estas  inibem a  recombinação nos  indivíduos 
heterocariotípicos,  nomeadamente  na  proximidade  dos  pontos  de  ruptura  do 
segmento invertido, permitindo a preservação do seu conteúdo génico (Hoffman et 
al., 2004). Destacam‐se duas  teorias para  a evolução e manutenção dos  clines de 
inversões  cromossómicas:  (a)  a  teoria  da  coadaptação,  em  que  combinações  de 
alelos  de  loci  do  interior  da  inversão  estão  coadaptadas,  ao  possuir  uma  fitness 




da  recombinação  nos  heterozigóticos  leva  à  estabilização  de  alelos  adaptados 




no  polimorfismo  cromossómico  passa  pela  análise  dos  fenótipos  associados  a 
diferentes  arranjos  cromossómicos.  No  género  Drosophila  são  várias  as 
características  associadas  a  este  polimorfismo,  como  por  exemplo  a  viabilidade, 
tempo de desenvolvimento,  longevidade,  sucesso de acasalamento,  fecundidade e 
resistência a extremos térmicos  (ver Hoffman et al., 2004). Assim como em outros 
organismos ectotérmicos (ver Gilchrist et al., 2004; Santos et al., 2004), este género 
apresenta  clines  latitudinais  no  tamanho  corporal,  tendo  esta  característica  uma 
relação positiva com a latitude (Gockel et al., 2001; Hallas et al., 2002). Uma vez que 
se  observa  em  paralelo  uma  variação  clinal  do  tamanho  e  do  polimorfismo 
cromossómico, foram desenvolvidos estudos de associação das duas características. 






por  apresentar  um  elevado  polimorfismo  cromossómico,  tendo  na  totalidade  92 
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arranjos  cromossómicos,  com  base  em  66  inversões  descritas  nos  seus  cinco 
cromossomas acrocêntricos (Krimbas & Powel, 1992; Rezende et al., 2010). Estudos 
anteriores  descreveram  a  existência  de  um  cline  latitudinal  de  inversões 
cromossómicas  no  continente  europeu,  assim  como,  após  um  processo  de 











desenvolvimento  de  estudos  centrados  na  relação  entre  o  tamanho  e  o 
polimorfismo cromossómico. Orengo & Prevosti (2002) estudaram a associação das 
duas características, utilizando machos capturados de uma população natural de D. 
subobscura do  Sul de Espanha. O estudo  revelou  resultados  concordantes  com  as 
observações  dos  clines  latitudinais  na  Natureza,  em  que  indivíduos  maiores 
demonstraram  possuir  tendencialmente  um maior  número  de  cromossomas  com 
arranjos standard. No entanto, não se procedeu à remoção dos efeitos ambientais 
(maternos)  da  amostra  estudada,  essencial  em  estudos  onde  se  pretende 
estabelecer  a  presença  de  diferenças  genéticas  entre  populações.  Tal  se  efectua 
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através da manutenção da  amostra no  ambiente  laboratorial durante pelo menos 
duas gerações (Hoffman & Weeks, 2007). Fragata et al. (2010) analisaram a relação 
entre  o  tamanho  da  asa  e  as  inversões  cromossómicas  em  populações  nativas  e 
colonizadoras,  após  várias  gerações  em  ambiente  comum  (laboratório).  Foram 
estudadas  duas  populações:  Sintra  (Portugal),  a  representante  nativa,  e  Puerto 
Montt  (Chile),  a  representante  da  região  colonizada  da América  do  Sul. O  estudo 
encontrou uma associação diferente entre inversões cromossómicas e tamanho nas 





características  fenotípicas  e  genéticas  ao  longo  de  gradientes  latitudinais  são 
frequentemente  explicados  através  de  uma  associação  com  variáveis  ambientais, 
revelando a acção da selecção natural em grandes escalas geográficas (Santos et al., 
2005a).  Estes  padrões  fomentaram  o  desenvolvimento  de  vários  estudos  em 
Evolução  Experimental  (ver  Rezende  et  al.,  2010),  principalmente  após  se  ter 
proposto como seu agente selectivo a temperatura (Balanyà et al., 2006, 2009). Com 
o  intuito  de  desvendar  os  processos  evolutivos  responsáveis  pelos  gradientes 
observados nas populações naturais, foram  impostos diversos regimes térmicos em 
populações  derivadas  de  uma  fundação  em  Puerto  Montt  (Santos  et  al.,  2004, 
2005a). As  respostas  evolutivas do  tamanho e polimorfismo  cromossómico  a este 
protocolo não emularam os padrões encontrados na Natureza. Seguindo o trabalho 
desenvolvido  em  Drosophila  subobscura  pelo  grupo  onde  este  projecto  decorreu 
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(ver Simões et al., 2007; Simões et al., 2008), foi proposta uma nova abordagem – o 
estudo  da  evolução  laboratorial  de  populações  fundadas  a  partir  de  populações 
naturais  diferenciadas,  oriundas  de  extremos  latitudinais  do  cline  europeu.  Esta 






(1)  a  análise  de  possíveis  diferenças  na  associação  do  polimorfismo 






(a)  a  caracterização  do  polimorfismo  cromossómico  na  primeira  geração  em 
laboratório da população do extremo Norte (Groningen) e da população do extremo 
Sul  (Sintra)  do  cline  europeu;  (b)  a  caracterização  do  seu  polimorfismo 
cromossómico na quinta geração em laboratório; (c) a caracterização do tamanho da 
asa  (como  indicador do  tamanho corporal) das duas populações, após remoção de 
efeitos maternos, bem como de uma população de Dijon que representa um ponto 





implementação e  analisar possíveis  soluções  (e.g.  ajustamento da metodologia de 
fundação, tamanho de amostras, análise estatística) como estudo preliminar para o 
projecto:  “Evolution  of  latitudinal  clines  in  reverse:  how  much  do  populations 








Sintra,  Portugal)  foi  feita  pela  equipa  do  laboratório  onde  decorreu  este  projecto 
(ver  detalhes  abaixo).  A  colheita  das  populações  GR  (proveniente  de  Groningen, 
Holanda) e DJ  (de Dijon, França)  foi efectuada por elementos de outro  laboratório 
(Gemma  Calabria  e  Pedro  Simões,  da  Universidade  de  Barcelona)  que 
atenciosamente  nos  cederam  indivíduos  na  fase  adulta  da  primeira  geração  em 











a  20  ovos,  foi  adicionado  um  macho  da  população  natural,  tendo  esta  situação 
ocorrido em 50% das  linhas. Nas  restantes, as  fêmeas  foram  retiradas do meio de 
postura. Os casais recentemente estabelecidos foram mantidos durante dois dias e 
igualmente removidos dos tubos. A densidade por tubo não excedeu os 50 ovos. 
Na  primeira  geração  em  laboratório,  recolheu‐se  um macho  de  cada  linha 
isofemale da população OW para cruzar com o stock cherry curled (ver ponto 4.2), de 
modo a proceder à caracterização do seu polimorfismo cromossómico. Efectuaram‐
se 125 cruzamentos. Os  restantes  indivíduos emergidos das  linhas  isofemale  foram 
misturados manualmente,  em  todos  os  dias  de  emergências,  sem  equalização  de 
famílias.  
A  partir  da  primeira  geração  no  laboratório  todas  as  populações  foram 
mantidas  seguindo um mesmo protocolo ao  longo das gerações,  sendo o utilizado 
pelo  laboratório  onde  decorreu  o  projecto  (ver Matos  et  al.,  2002,  Simões  et  al., 
2008).  As  populações  em  fase  adulta  são  mantidas  em  tubos  com  densidade 
controlada  de  aproximadamente  50  indivíduos  por  tubo,  e  com  um  tamanho 
populacional máximo de 1200 indivíduos (24 tubos por população). Excepto durante 
o  manuseamento,  as  populações  são  mantidas  a  18C,  com  um  fotoperíodo  de 





meio. O  desenvolvimento  demora  entre  18  a  22  dias  e  os  adultos  são  recolhidos 

























para esta análise  foram  retirados aleatoriamente e cruzados com  fêmeas do  stock 
cherry curled. Formaram‐se 84 casais por população. Passados 6 dias da  formação 
dos casais, os machos foram guardados em álcool e glicerol (3:1) para os estudos de 
eventual  associação  entre  tamanho  corporal  e  inversões  cromossómicas. 
Adicionalmente  foram  conservados  indivíduos  adultos  de  OW,  DJ  e  GR  dessa 
geração,  para  a  análise  comparativa  do  tamanho  corporal  entre  populações  (ver 
detalhes abaixo). 
Tabela 1 – Tamanhos populacionais no decurso do projecto. 
Geração  OW  GR  DJ 
G1  1200  800  750 
G2  1200  1200  1200 
G3  1200  210  85 
G4  1200  1200  750 
G5  1200  1200  1200 
 
As populações foram preservadas para além das gerações necessárias para o 
decorrer  das  tarefas,  continuando  a  prospecção  de  eventuais  problemas  de 
manutenção para o projecto “Evolution of latitudinal clines in reverse: how much do 
populations  converge  under  adaptation  to  a  novel,  common  environment?” 
(PTDC/BIA‐BEC/098213/2008). As populações apresentaram novamente mortalidade 
nos  estádios  larvares  da  sexta  geração,  demonstrando  a  ineficácia  do  tratamento 










Com  este  estudo  pretendeu‐se  caracterizar  as  populações  OW  e  GR  em 
termos  de  variabilidade  cromossómica  e  diferenciação  genética  ao  nível  destes 
marcadores  na  primeira  e  quinta  gerações  em  laboratório.  Foram  analisados  os 
cromossomas  acrocêntricos  A  (cromossoma  sexual),  J  (homólogo  do  braço  3L  da 
Drosophila melanogaster), U (homólogo do braço 2L), E (homólogo do braço 2R) e O 
(homólogo  do  braço  3R)  (ver  Santos  et  al.,  2005a).  G.  Calabria  e  P.  Simões  da 




AST,  JST, UST,  EST  e O3+4. As  glândulas  salivares  de Drosophila  contêm  cromossomas 
politénicos, de grandes dimensões, que são produto de múltiplas replicações em que 
as  cópias  do  cromossoma  se mantêm  unidas.  Os  cromossomas  analisados  são  o 
resultado  do  emparelhamento  de  um  cromossoma  com  arranjo  cromossómico 
conhecido (proveniente da fêmea chcu) com o homólogo desconhecido do macho da 
população em estudo. Deste modo, nos segmentos onde a sequência genotípica do 
macho  está  invertida  em  relação  à  fêmea  chcu,  formam‐se  laços  devido  ao  não 





salivares  para  uma  lâmina  contendo  uma  gota  (16  μL)  de  orceína  acetiloláctica, 




segundo  Kunze‐Mühl & Müller  (1958),  onde  consta  não  só  o  padrão  das  bandas 
cromossómicas, mas também os pontos de ruptura das inversões. 
Na  primeira  geração  foram  amostrados  com  sucesso  112  machos  da 




Esta  tarefa ocorreu na quinta  geração em  laboratório  (tendo  assim  já  sido 
removidos os efeitos maternos derivados dos diferentes ambientes dos  indivíduos 
fundadores,  ver  Hoffmann  &  Weeks,  2007),  e  envolveu  as  três  populações  em 
estudo  (OW, GR  e DJ)  para  a  análise  do  tamanho  corporal  per  se,  bem  como  os 
machos  caracterizados  para  inversões  cromossómicas  nas  populações  OW  e  GR 
(para o estudo de correlação com os dados das inversões).  
Os  indivíduos  foram conservados em álcool e glicerol  (3:1) até à montagem 
das  asas.  Ulteriormente,  e  seguindo  o  protocolo  descrito  em  Rego  et  al.  (2006), 
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procedeu‐se à remoção das asas e à sua montagem em meio de montagem rápida 
DPX  (DC  Panreac)  sobre  uma  lâmina  de  vidro.  A  imagem  das  asas  foi  capturada 
utilizando uma ampliação de 17,5x. Seguidamente, procedeu‐se à marcação das 13 





soma  das  26  distâncias  Euclidianas  das  13  coordenadas  (x  e  y  separadas)  ao 






















da  heterozigosidade  esperada  (HE)  para  cada  cromossoma  e  do  número  total  de 
arranjos cromossómicos  (ni). Para explorar diferenças de HE entre as populações, 
aplicou‐se  um  teste  de  Wilcoxon  para  amostras  emparelhadas.  Para  estes 
parâmetros não foram considerados dados do cromossoma E. 
 Para obter uma medida de diferenciação  inicial entre  as duas populações, 
calculou‐se  o  FST  segundo Weir  &  Cockerham  (1984)  no  programa  FSTAT®  2.9.3.2 
(Goudet, 2001), através de uma folha de input de dados pseudohaplóides, utilizando 







(Peakall,  2006),  um  add‐in  para  MICROSOFT  EXCEL®,  de  modo  a  obter  uma 
representação  gráfica da distância  ao nível da diversidade  cromossómica entre  as 
populações, nas gerações em estudo. Utilizou‐se como medida tanto a distância de 




A  exploração  de  diferenças  entre  as  populações  OW  e  GR  envolveu  três 
análises: 
(a) Para testar diferenças entre populações num dado arranjo cromossómico, 
foram  considerados  códigos  binários,  de  acordo  com  a  presença  (código  1)  ou 









se  uma  MANOVA  simples.  Para  tal,  foram  considerados  os  códigos  binários 




associado.  Adicionalmente,  realizou‐se  um  Teste  G,  como  alternativa  não 






associado.  A  dose  standard  é  o  número  de  arranjos  standard  presentes  num 
indivíduo e varia de 0 a 5, de acordo com a presença dos arranjos AST, EST, JST, OST e 
UST.  Para  o  seu  cálculo  foi  considerado  um  código  binário  para  cada  arranjo 
standard, de acordo com a presença (código 1) ou ausência (código 0) do arranjo em 
questão. Neste caso a dose standard variou de 0 a 4, uma vez que o cromossoma E 
foi  retirado  da  análise  devido  à  ausência  de  dados  para  a  população  GR  nesta 









Exploraram‐se  diferenças  entre  as  populações  na  quinta  geração  em 
laboratório,  procedendo  a  análises  de  dados  semelhantes  às  do  ponto  5.4.1.  As 
























(a)  Para  testar  diferenças  num  dado  arranjo  cromossómico  foram 
considerados  códigos  binários,  sendo  aplicada  uma  ANOVA  bifactorial  com  o 
seguinte modelo: 
yijk=μ+Pi+Gj+PGij+eijk, 
no qual Pi é o efeito  fixo da população  (local de origem), Gj o efeito  fixo da 
geração,   PGij o termo de  interacção entre os dois factores e eijk   o erro residual. As 
diferenças entre populações nas duas gerações serão exploradas através do  termo 
de  interacção. Paralelamente,  foi  realizada uma  análise  comparativa dos  Testes G 
entre gerações para cada população, de forma a verificar se as populações diferem 
nas alterações entre gerações. 





no qual Pi é o efeito  fixo da população  (local de origem), Gj o efeito  fixo da 
geração,    PGij  o  termo  de  interacção  entre  os  dois  factores  e  eijk  o  erro  residual 
associado.  As  diferenças  entre  populações  nas  duas  gerações  foram  exploradas 
através  do  termo  de  interacção.  Paralelamente,  foi  realizada  uma  análise 
comparativa dos Testes G entre gerações para cada população, de forma a verificar 
se as populações diferem nas alterações entre gerações. 
 (c)  Para  testar  diferenças  na  dose  standard  aplicou‐se  uma  ANOVA 
bifactorial, com o seguinte modelo linear:  
yijk=μ+Pi+Gj+PGij+eijk, 
no qual Pi é o efeito  fixo da população  (local de origem), Gj o efeito  fixo da 
geração,    PGij  o  termo  de  interacção  entre  os  dois  factores  e  eijk  o  erro  residual 
associado.  As  diferenças  entre  populações  nas  duas  gerações  foram  exploradas 




e   MICROSOFT EXCEL®  , com um nível de  significância de 0.05. A ausência de dados 












sexo  do  indivíduo,  PSij  o  termo  de  interacção  entre  os  dois  factores  e  eijk  o  erro 

















no  qual  Pi  é  o  efeito  fixo  da  população  (local  de  origem),  Aj  o  covariato 
(arranjo  standard),  PAij  o  termo  de  interacção  entre  os  dois  factores  e  eijk  o  erro 
residual. 
(b)  Para  testar  diferenças  ao  nível  da  dose  standard,  procedeu‐se  a  um 
tratamento estatístico semelhante ao descrito para a análise dos arranjos standard. 
A  dose  standard  correspondeu  à  soma  de  todos  os  arranjos  standard  nos 










As  frequências  dos  arranjos  cromossómicos  das  populações OW  e GR  nas 
duas  gerações  amostradas  são  apresentadas  na  Figura  3  (a  –  e).  Como  é  possível 
observar, o cromossoma  J demonstrou o menor polimorfismo cromossómico, com 
dois  arranjos  encontrados,  enquanto  o  cromossoma  O  apresentou  o  maior 
polimorfismo, com um total de 14 arranjos descritos neste estudo. 
 No cromossoma A a população OW apresentou maioritariamente o arranjo 
A2,  sofrendo  leves  alterações  nas  frequências  dos  três  arranjos  apresentados  nas 
duas  gerações  (fig.  3a).  Por  outro  lado,  a  população  GR  demonstrou  uma  maior 
frequência de AST na primeira geração, rondando os 65%, que posteriormente sofreu 
um  decréscimo  para  os  41%  na  quinta  geração.  Associado  a  este  declínio 
encontramos um aumento da frequência do arranjo A2 em cerca de 23%. Ao nível do 
cromossoma  J  a  população  OW  apresentou  em  ambas  as  gerações  um  elevado 
número de  indivíduos  com o arranjo  J1  (fig.  3b). Nesta população observou‐se um 
ligeiro aumento do arranjo JST na quinta geração. Na população GR a frequência do 
arranjo  standard decaiu de  54% para os  45%  após  cinco  gerações no  laboratório. 
Quanto  ao  cromossoma  U  (fig.  3c),  a  população  OW  não  apresentou  indivíduos 
portadores do arranjo standard e demonstrou um aumento da frequência do arranjo 
U1+2+8  entre  as  duas  gerações.  Por  outro  lado  na  população  GR  observou‐se  um 
decréscimo no arranjo UST na quinta geração, com um aumento de cerca de 7% para 
cada  um  dos  arranjos  U1+2+8  e  U1+2.  No  cromossoma  E  os  três  arranjos  mais 
frequentes na primeira geração foram E1+2+9+12 (29%), EST (23%) e E1+2 (20%) (fig. 3d) 
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na  população  OW.  No  entanto  na  quinta  geração  o  arranjo  E1+2+9+12  sofreu  uma 
diminuição na  frequência de 15 %, com um aumento paralelo nas  frequências nos 
outros  dois  arranjos  indicados,  assim  como  no  arranjo  E1+2+9.  Infelizmente  não  é 
possível  analisar  as  alterações  temporais  do  cromossoma  E  na  população GR. No 
entanto é de destacar uma elevada frequência do arranjo EST (58%) e E1+2 (30%) na 
quinta  geração.  Finalmente  para  a  população  OW  os  arranjos  mais  comuns  no 
cromossoma O foram O3+4 e O3+4+7 nas duas gerações amostradas (fig. 3e). Na quinta 
geração  o  arranjo O3+4+7  sofreu  um  decréscimo  de  20%,  observando‐se  ainda  um 
aumento nas frequências dos arranjos O3+4, O3+4+2, O3+4+8 e OST. A população GR teve 










A  população OW  apresentou  na  primeira  geração  um  total  de  17  arranjos 
cromossómicos,  considerando  todos  os  cromossomas  excepto  o  E,  enquanto  na 
quinta geração apresentou 16 arranjos. A população GR apresentou 14 arranjos na 
primeira  geração  e  15  na  quinta.  Deste  modo  este  parâmetro  foi  ligeiramente 
superior  na  população  OW  e  apresentou  diferenças  entre  populações  nas  duas 
gerações  analisadas.  Na  tabela  2  são  apresentados  os  “arranjos  cromossómicos 
privados” das duas populações nas gerações em análise. 
 As análises efectuadas ao nível da heterozigosidade esperada  (HE) entre as 
populações  OW  e  GR  na  primeira  e  quinta  gerações  não  revelaram  diferenças 
significativas  (teste de Wilcoxon a amostras emparelhadas, p>0.05). A mesma ausência 
de resultados significativos foi observada para as análises entre as gerações em cada 
população  e  para  a  razão  HE(G5)/HE(G1)  entre  populações.  A  inclusão  de  dados  do 
cromossoma E nas análises entre gerações da população OW e entre populações na 
quinta  geração  não  alterou  os  resultados  referidos  anteriormente.  Apesar  da 
ausência de significância do teste global, nas duas gerações analisadas a população 




quinta  geração  no  cromossoma  A  e,  em menor  escala,  nos  cromossomas U  e O, 
sendo  a  HE  no  cromossoma  J  estável  nas  duas  gerações.  A  população  OW,  da 
primeira  para  a  quinta  geração,  exibiu  uma  tendência  para  o  decréscimo  deste 
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parâmetro  no  cromossoma  A,  um  aumento  nos  cromossomas  J  e  O  e  valores 






população  OW  nas  duas  gerações  (FST=0.009)  e  para  as  populações  GR  e  OW  na 
quinta  geração  (FST=  0.157),  mantendo‐se  a  sua  diferenciação  significativa.  A 
diferenciação entre as populações OW e GR diminuiu entre gerações, tendo o valor 
de FST decrescido de 0.319 para 0.179. Comparando as análises entre gerações para 
cada  população,  observou‐se  que  a  população  OW  apresentou  um  valor  de  FST 
menor (0.009) que o seu par nórdico (0.026). 
Tabela  2  –  Lista  de  “arranjos  cromossómicos  privados”  para  os  pares  de 
populações  analisados  (populações GR  e OW,  na  primeira  (G1)  e  quinta  (G5) 
geração em laboratório. 












































  GR G1  OW G1  GR G5  OW G5 
GR G1  ‐       
OW G1  0.319***  ‐     
GR G5  0.026***  0.202***  ‐   





distância  quer  os  valores  de  FST  quer  a  distância  de  Bhattacharyya,  uma  clara 
separação dos locais de fundação no eixo primário (fig. 5). No segundo eixo surgiu o 
efeito  temporal  da  permanência  no  laboratório,  com  uma  aproximação  entre  as 
populações na quinta geração, tendo a população GR revelado uma maior resposta. 
No  entanto,  a  percentagem  de  variação  explicada  por  cada  um  dos  eixos  não  foi 




Figura 5 – Análise de Coordenadas Principais  (PCoA)  realizada  com base nos 




PCoA  1  2  3 
FST  96.3  2.9  0.7 




Uma  vez  que  os  resultados  dos  testes  paramétricos  e  não  paramétricos  se 
revelaram  semelhantes, optou‐se por  analisar os dados  obtidos pelas ANOVA.  São 
apresentados os dados obtidos para os arranjos standard, que se apresentaram de 










A  análise do  termo  População*Geração das ANOVA bifactoriais  (tab.  7,  fig.  6) 
detectou  diferentes  dinâmicas  evolutivas  para  os  arranjos  AST  e  UST  nas  duas 












Arranjo  G1 GR vs OW  G5 GR vs OW OW G1 vs G5 GR G1 vs G5 
AST  154.88***  22.69***  0.85  11.63*** 
EST  ‐†  15.83***  0.36  ‐† 
JST  34.24***  4.82*  0.13  1.24 
OST  220.46***  44.57***  2.72  0.63 






Tabela  7  –  Valores  de  F  das  ANOVA  bifactoriais  aplicadas  no  estudo  das 
diferenças nos  arranjos  standard  entre  as populações OW  e GR na primeira 
(G1) e quinta (G5) gerações. 
  AST  JST  OST  UST 
População  109.42***  24.01***  183.94***  126.69*** 
Geração  11.65***  0.38  0.08  4.94* 










De  novo  os  testes  paramétricos  e  não  paramétricos  revelaram  resultados 
semelhantes na  análise das diferenças entre populações para  as duas  gerações no 
laboratório e entre  gerações para  cada população  (Anexo A,  tab. A2). Deste modo, 
como  foi  feito  anteriormente,  foram  somente  apresentados  os  resultados  das 
ANOVA. Na primeira geração em  laboratório as populações OW e GR apresentaram 
diferenças  significativas  nos  quatro  cromossomas  analisados  (tab.  8).  Na  quinta 








do  J.  Observaram‐se  resultados  discordantes  no  cromossoma  O  entre  os  testes 
aplicados, que se atribuiu novamente a uma perda de poder estatístico por parte do 
Teste G. 
A  análise  do  termo  População*Geração  das  MANOVA  bifactoriais  (tab.  9) 





Cromossoma  G1 GR vs OW G5 GR vs OW OW G1 vs G5 GR G1 vs G5 
A  242.74***  33.29***  0.47  10.45*** 
E  ‐†  5.02***  1.67  ‐† 
J  34.24***  4.82*  0.13  1.24 
O  62.95***  8.56***  4.88***  2.42* 




Tabela  9  –  Valores  de  F  das MANOVA  bifactoriais  aplicadas  no  estudo  das 
diferenças nos cromossomas entre as populações OW e GR na primeira (G1) e 
quinta (G5) gerações. 
  A  J  O  U 
População  175.16***  24.01*  33.98***  99.52*** 
Geração  7.95***  0.38  4.09***  3.43* 





forneceram  dados  semelhantes  e,  deste  modo,  apenas  serão  discutidos  os 
resultados  das  ANOVA  (para  testes  de Mann‐Whitney U  ver  Anexo  A,  tab.  A3).  A 
inclusão  dos  dados  do  cromossoma  E  não  afectou  a  significância  das  análises  da 
diferença  entre  fundações  na  quinta  geração  e  entre  gerações  na  população OW 
(dados não apresentados). A dose standard revelou diferenças entre  fundações quer 
na  primeira  (F=288.93,  p<0.001),  quer  na  quinta  geração  (F=87.54,  p<0.001).  As 
populações revelaram alterações temporais discrepantes, uma vez que a população 
GR apresentou uma  redução significativa da dose standard entre as duas gerações 























sexos  em  todas  as  populações  (fig.  8,  tab.  11).  Os  indivíduos  da  população  OW 
apresentaram  um  valor  significativamente  inferior  aos  das  outras  populações. No 
entanto,  os  dados  das  populações  DJ  e  GR  não  se  mostraram  estatisticamente 
diferentes.  Ao  nível  dos  machos  estas  populações  apresentaram  valores  médios 










OW vs DJ vs GR  OW vs GR OW vs DJ  DJ vs GR  
População  26.7***  33.9***  59.1***  1.0 
Sexo  791.3***  523.2***  706.6***  431.0*** 









apresentou  um  declive  negativo  com  o  tamanho  da  asa.  Por  outro  lado  foram 
significativas  as  regressões  lineares  dos  arranjos  AST  e  JST  na  população  GR, 
apresentando estas um declive negativo e positivo, respectivamente.  
Tabela 12 – Valores de  t  (teste de Student), coeficientes de correlação  (R2) e 
respectivos  modelos  de  regressão  obtidos  no  estudo  da  relação  entre  o 
tamanho da asa e os arranjos standard para as populações em estudo.  
População  Arranjo t  R2  Modelo 
OW 
AST  0.53  0.004 y = 0.005x + 1.102 
EST  0.64  0.006 y = 0.004x + 1.102 
JST  1.88  0.05  y = 0.013x + 1.099 
OST  ‐3.04**  0.11  y = ‐0.040x + 1.105 
GR 
AST  ‐2.02*  0.06  y = ‐0.016x + 1.136 
EST  1.51  0.03  y = 0.012x + 1.122 
JST  2.27*  0.07  y = 0.017x + 1.121 
OST  0.93  0.01  y = 0.007x + 1.126 
UST  1.18  0.02  y = 0.010x + 1.126 
(*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001) 
Observou‐se  a  manutenção  das  diferenças  do  tamanho  da  asa  entre  as 
populações OW  e GR,  após  remoção  do  efeito  individual  do  arranjo  standard  em 
consideração (tab. 13). Considerando o conjunto dos indivíduos das duas populações, 
o  tamanho  da  asa  apenas  se  revelou  significativamente  diferente  na  análise  do 
arranjo  JST.  Quanto  à  prospecção  de  alterações  na  relação  entre  a  presença  do 
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arranjo  standard  e  o  tamanho  da  asa  entre  as  populações  OW  e  GR,  foram 
encontradas  diferenças  exclusivamente  ao  nível  do  arranjo  OST  (termo 
População*Arranjo). Não foi possível a inclusão do arranjo UST nesta análise, devido à 





AST  EST  JST  OST  
População  30.7***  8.8**  11.4***  11.4** 
Arranjo  0.5  2.4  8.6**  3.8 








A  ANCOVA  bifactorial  efectuada,  uma  vez  removido  o  efeito  da  dose 




não  se  revelou  estatisticamente  diferente  entre  as  populações  OW  e  GR  (termo 
População*Dose  standard).  É  de  notar,  no  entanto,  que  ao  repetir  a  ANCOVA 
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bifactorial sem definir o  termo de  interacção População*Dose standard, os  termos 
População e Dose standard revelaram diferenças significativas (tab.15 B).  
 
Tabela 14 – Valores de  t  (teste de Student), coeficientes de correlação  (R2) e 
respectivos  modelos  de  regressão  obtidos  no  estudo  da  relação  entre  o 
tamanho da asa e a dose standard para as populações em estudo.  
População  t  R2  Modelo 
OW  0.89  0.01 y = 0.004x + 1.10 
GR  1.83  0.05 y = 0.007x + 1.11 
(*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001) 
 














O  grupo  onde  este  projecto  se  inseriu  tem  vindo  a  estudar  o  processo  de 
adaptação  ao  ambiente  de  laboratório  de  populações  de  Drosophila  subobscura 
fundadas a partir de populações naturais.   De entre várias características, a análise 
das  variações  do  polimorfismo  cromossómico  ao  longo  das  gerações  tem  sido 
efectuada  com o  intuito de estudar o padrão de  adaptação das populações  a um 
ambiente comum e homogéneo. Os resultados referentes a essas populações foram 
amavelmente  cedidos  (dados  não  publicados),  possibilitando  um  estudo 
comparativo  entre  estas  e  as  populações  em  estudo. As  populações  em  questão, 
denominadas TW (3 réplicas de uma mesma fundação da Adraga), encontram‐se há 
mais de 100 gerações no regime laboratorial aplicado neste estudo. 
Um  dos  objectivos  deste  trabalho  era  estudar  o  padrão  de  adaptação 
populacional ao ambiente de laboratório, tendo‐se estudado populações fundadas a 
partir de extremos latitudinais do cline europeu. Pretendia‐se deste modo analisar o 
impacto  da  história  evolutiva  de  populações  bem  diferenciadas,  num  possível 
processo de convergência a um ambiente comum, o que  se  revelou complexo em 
estudos  anteriores  (Cohan  and  Hoffmann,  1986;  Teotónio  &  Rose,  2000).  Vários 
aspectos  se  destacaram  através  da  análise  do  polimorfismo  cromossómico  das 
populações em estudo: (a) a população nórdica GR surgiu com uma expectável maior 
frequência  de  arranjos  standard;  (b)  o  tempo  de  estadia  no  laboratório  teve  um 
impacto no polimorfismo cromossómico nas duas populações, com destaque para a 
redução de arranjos  standard na população GR e  (c)  as  cinco  gerações num novo 
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populações.  Por  outro  lado,  a  heterozigosidade  esperada  apresentou  resultados 
inesperados,  uma  vez  que  dados  de  estudos  anteriores  revelam  (a) 









frequência do  arranjo A2 nas populações  ao  longo das  gerações  leva  a  resultados 













de  ambiente  comum  laboratorial,  sugerindo  assim  um  processo  de  convergência 
populacional.  Adicionalmente  o  aumento  mais  acentuado  da  diferenciação  da 
população  GR  em  cinco  gerações  aponta  para  uma  maior  taxa  evolutiva  na  sua 
estadia no ambiente de  laboratório e, deste modo, uma maior resposta evolutiva a 
este novo ambiente –  sugerindo um  forte  impacto de diferentes  fundos genéticos 




fundação,  seguida das  variações  resultantes do processo evolutivo no  laboratório. 
Adicionalmente foi possível observar em ambas, uma aproximação das populações, 
denotando  assim  um  processo  de  convergência  populacional,  com  a  população 
nórdica a exibir uma resposta temporal superior. 
A  análise  das  frequências  das  inversões  cromossómicas  revelou  a 
manutenção  da  diferenciação  populacional  para  todos  os  arranjos  standard  e 
cromossomas  após  cinco  gerações  no  ambiente  laboratorial.  No  entanto  as 
populações  apresentaram diferentes padrões evolutivos  resultantes da  introdução 
num novo ambiente. De novo, a população GR denota uma maior resposta evolutiva, 
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presença de  selecção direccional. No  conjunto dos  cromossomas,  a população GR 
demonstra  identicamente  uma  maior  resposta  ao  regime  laboratorial  com  3 
cromossomas revelando alterações temporais, em contraste com a população OW, 
revelando efeitos apenas no cromossoma O. Foram também encontrados diferentes 
padrões  evolutivos  para  os  cromossomas  A  e  O.  Neste  último  é  destacar  as 
alterações  nas  frequências  dos  arranjos  OST  e  O3+4+7,  uma  vez  que  ambos  foram 
associados  a  variações  sazonais  na  Natureza  (Rodríguez‐Trelles  et  al.,  1996).  Os 
autores  demonstraram  que  o  arranjo  OST,  mais  frequente  nas  altas  latitudes, 
apresentava  uma menor  frequência  na  estação mais  quente,  e  vice‐versa  para  o 
arranjo O3+4+7. Neste projecto a população nórdica apresentou  flutuações nos dois 
arranjos, uma redução do OST e um aumento do O3+4+7, enquanto a população OW 




maior  resposta  evolutiva,  através  da  redução  significativa  deste  parâmetro, 
sugerindo uma aproximação dos valores da outra população em estudo.  
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Neste  projecto  os  dados  obtidos  reforçam  a  hipótese  de  evolução 
convergente  destas  duas  populações  diferenciadas,  no  processo  de  adaptação  ao 









uma  clara diferença entre  a população do  Sul  (OW) e  as outras  analisadas,  tendo 
esta população um marcado menor tamanho corporal. Por outro lado, as populações 
DJ  e  GR  não  se  distinguiram  nesta  característica.  Tal  resultado  reporta‐se 
provavelmente à maior proximidade entre as duas populações, apresentando esta 
espécie um elevado fluxo genético (Pascual et al., 2001). Adicionalmente a presença 
de  barreiras  geográficas,  como  os  Pirenéus,  pode  explicar  a  demarcação  da 
população  OW  para  esta  característica  (Prevosti  et  al.,  1988;  Krimbas  &  Powell, 





Estudos  anteriores  encontraram  em  geral  uma  associação  entre  arranjos 
cromossómicos mais  frequentes  com o aumento da  latitude e um maior  tamanho 
corporal,  concordante  com  as  variações  clinais  encontradas  na  Natureza.  Os 
trabalhos  desenvolvidos  por  Orengo  &  Prevosti  (2002)  e  Fragata  et  al.  (2010) 
revelaram  essa  associação  com  a  presença  individual  dos  arranjos  AST,  EST  e  OST, 
tendo  as  diminutas  frequências  do  arranjo  UST  (<2%)  invalidado  a  análise  deste 
arranjo. Os  dados  de Orengo &  Prevosti  para  o    arranjo  JST  foram  inconsistentes 
entre  anos  de  amostragem,  tendo  por  outro  lado  Fragata  et  al.  encontrado  uma 
associação positiva entre as duas características.  
No  presente  estudo  apenas  três  associações  foram  estabelecidas,  em 
diferentes  arranjos  nas  duas  populações.  A  população  OW  revelou  um  efeito 
negativo da presença do arranjo OST sobre o tamanho da asa. Tal resultado não era 




revelou  um  efeito  negativo  sobre  o  tamanho  da  asa,  enquanto  o  arranjo  JST 
demonstrou ter um efeito positivo nesta característica. 
Apesar dos testes terem revelado uma relação diferente entre o tamanho da 
asa  e  a  frequência  do  arranjo OST  para  as  populações OW  e GR  estes  resultados 




No  trabalho  desenvolvido  por  Fragata  et  al.  (2010)  foi  estabelecida  uma 
associação entre a dose standard e tamanho da asa, revelando uma relação positiva 
entre as duas características para uma população com  fundação na Adraga. Neste 
projecto  não  foi  possível  reiterar  esses  resultados  e  a  mesma  análise  na  outra 
população  em  estudo  apenas  revelou  uma  associação  positiva  marginalmente 
significativa. 
O  estudo  de  associação  entre  as duas  características  nas  populações GR  e 
OW revelou‐se complexa, sendo realizadas várias análises no intuito de auxiliar a sua 
interpretação.  Na  análise  do  tamanho  corporal  foi  encontrada  uma  diferença 
altamente significativa entre populações (ver ponto 3.2), embora esta seja reduzida 
na  ANCOVA  sem  termo  de  interacção.  Uma  vez  que  esta  redução  surge  após  a 
remoção do efeito da dose standard, sugere um hitchhiking parcial da variação clinal 
do  tamanho  corporal  com  o  cline  das  inversões  cromossómicas.  Foi  observada  a 
perda de diferenças  significativas entre populações na ANCOVA computada com o 
termo de  interacção. Esta análise considera possíveis diferenças no efeito da dose 
standard  sobre  o  tamanho  e,  deste  modo,  extrai  ao  máximo  o  impacto  deste 
parâmetro na análise do tamanho das duas populações. O facto das duas populações 
perderem  as  diferenças  significativas  no  tamanho  sugere  uma  relação  diferente 
entre tamanho e dose standard. No entanto, aconselha‐se cautela nesta conclusão 
uma vez que os declives das duas populações não diferiram significativamente. 
A  associação  de  uma  característica  fenotípica  com  o  polimorfismo 
cromossómico nesta espécie  é particularmente difícil, uma  vez que  todos os  seus 
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cromossomas  acrocêntricos  são  polimórficos. A miríade  de  combinações  possíveis 
requer  a  realização  de  estudos  com  grandes  amostragens  e  de  idealmente 
caracterizar o cariótipo completo dos indivíduos analisados (e.g. Orengo & Prevosti, 
2002).  Este  projecto  foi  de  pequenas  dimensões,  estudando  populações  não 




O  percurso  evolutivo  de  populações  em  laboratório  depende 
maioritariamente de dois processos: selecção e deriva genética (Simões et al., 2008; 
Woodworth et al., 2002). Por outro  lado, este padrão evolutivo pode ser afectado 
por  efeitos  históricos,  que  podem  ter  um  impacto  no  processo  de  adaptação  ao 
ambiente  laboratorial. Este estudo encontrou um padrão que sugere convergência 
entre as populações, tendo uma delas demonstrado uma maior resposta ao regime 
laboratorial.  Adicionalmente  as  variações  das  frequências  dos  arranjos  standard, 
com uma  redução  consistente na população nórdica, o aumento de determinados 
arranjos em  ambas  as populações,  como  a  inversão A2, e  as  flutuações de  alguns 
arranjos  anteriormente  descritos  pela  sua  associação  a  variáveis  ambientais, 
sugerem  globalmente  a  selecção  natural  como  o  processo  predominante 
responsável pelo padrão evolutivo das populações. As populações dos extremos do 
cline  demonstraram  uma  clara  variação  latitudinal  positiva  do  tamanho  corporal, 
tendo a análise da população intermédia se revelado problemática, o que se atribui a 
uma  questão  de  amostragem. De  novo,  uma  falta  de  poder  estatístico  afectou  a 
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em  poucas  gerações  de  evolução  no  ambiente  laboratorial,  fortes  indícios  de  um 
processo de adaptação por ambas as populações e de um processo de convergência 
populacional  apesar  das  suas  diferentes  histórias  evolutivas.  Estes  resultados 
sugerem  o  papel  predominante  da  selecção  natural  na  adaptação  local,  numa 
dinâmica que pode suplantar constrangimentos genéticos, quer sejam derivados das 
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(G5)  gerações  e  entre  as  duas  gerações  para  cada  população. A  sombreado 
estão indicadas as análises que não foi possível realizar após remoção de linhas 
com contagens nulas. 
Arranjo  G1 GR vs OW  G5 GR vs OW OW G1 vs G5 GR G1 vs G5 
AST  74.06***  21.05***  0.73  11.13*** 
EST  ‐†  14.74***  0.29  ‐† 
JST  21.75***  4.75*  0.10  1.67 
OST  104.27***  38.39***  1.78  1.22 





cinco  cromossomas,  entre  as  populações  OW  e  GR  para  a  primeira  (G1)  e 
quinta (G5) gerações e entre as duas gerações para cada população.  
Cromossoma  G1 GR vs OW G5 GR vs Ow  OW G1 vs G5 GR G1 vs G5 
A  156.23***  51.31***  0.79  17.12*** 
E  ‐†  24.46***  7.11  ‐† 
J  21.75***  4.75*  0.10  1.67 
O  52.94***  53.32***  11.74 m.s.  0.42 




Tabela  A3  –  Valores  de  U  dos  testes  de  Mann‐Whitney  U  no  estudo  das 
diferenças na dose standard entre as populações OW e GR para a primeira (G1) 












Tabela  B1  –  Valores  de  F  das  ANOVA  simples  aplicadas  no  estudo  das 
diferenças nos arranjos cromossómicos, entre as populações OW e GR para a 
primeira  (G1)  e  quinta  (G5)  gerações  e  entre  as  duas  gerações  para  cada 
população.  
Arranjo  G1 GR vs OW G5 GR vs Ow  OW G1 vs G5 GR G1 vs G5 
AST  154.88***  22.69*** 0.85 11.63*** 
A1  60.13***  18.56*** 0.11 0.002 
A2  470.58***  65.24*** 0.63 19.49*** 
EST  ‐†  15.83*** 0.36 ‐† 
E1+2+9+3  ‐†  1.26 0.37 ‐† 
E1+2+9+12  ‐†  3.46 m.s. 6.53* ‐† 
E1+2+9  ‐†  10.36** 1.08 ‐† 
E1+2  ‐†  0.01 2.48 ‐† 
E8  ‐†  0.97 0.07 ‐† 
JST  34.24***  4.82* 0.13 1.24 
J1  34.24***  4.82* 0.13 1.24 
OST  220.46***  44.57*** 2.72 0.63 
O3+4+13+12 ‐  2.08 ‐ 5.34* 
O3+4+12  0.03  ‐ 0.67 0.77 
O3+4+1  12.67***  0.97 2.86 m.s. ‐ 
O3+4+23+22 ‐  0.97 3.01 m.s. ‐ 
O3+4+23+2 3.46 m.s.  0.0004 0.07 2.63 
O3+4+22  1.71  1.97 1.34 ‐ 
O3+4+2  ‐  5.74* 26.57*** 2.63 
O3+4+7  190.08***  18.65*** 9.96** 8.12** 
O3+4+8  20.88***  0.98 1.73 0.70 
O3+4+6  1.38  ‐ 1.35 0.38 
O3+4  3.00 m.s.  2.25 1.12 0.21 
O6  1.17  ‐ ‐ 0.38 
UST  167.70***  29.88*** ‐ 4.50* 
U1+2  0.24  0.98 0.49 0.73 













Arranjo  População  Geração  População 
*Geração 
AST  109.42***  11.65***  5.67* 
A1  60.11***  0.0009  0.02 
A2  338.79***  14.97***  7.95** 
JST  24.01***  0.38  1.18 
J1  24.01***  0.38  1.18 
OST  183.94***  0.08  1.68 
O3+4+13+12  5.87*  5.87*  5.87 
O3+4+12  0.01  1.45  0.01 
O3+4+1  6.20*  2.61  2.61 
O3+4+23+22  2.74 m.s.  2.74 m.s.  2.74 m.s. 
O3+4+23+2  0.79*  0.22  0.86 
O3+4+22  4.91  4.91  1.22 
O3+4+2  16.17***  27.11***  16.17*** 
O3+4+7  115.71***  5.61*  12.55*** 
O3+4+8  10.22**  0.0005  2.08 
O3+4+6  0.49  0.49  0.49 
O3+4  4.89*  1.17  0.21 
O6  0.42  0.42  0.42 
UST  126.69***  4.94*  4.94* 
U1+2  0.36  0.02  1.21 












quinta  (G5)  geração  e  entre  as  duas  gerações  para  cada  população.  A 
sombreado  estão  indicadas  as  análises  que  não  foi  possível  realizar  após 
remoção de linhas com contagens nulas. 
Arranjo  G1 GR vs OW G5 GR vs Ow  OW G1 vs G5 GR G1 vs G5 
AST  74.06***  21.05***  0.73  11.13*** 
A1  33.87***  19.70***  0.08  0.01 
A2  152.36***  49.31***  0.54  15.43*** 
EST  ‐†  14.74***  0.29  ‐† 
E1+2+9+3  ‐†  1.31  0.32  ‐† 
E1+2+9+12  ‐†  3.56 m.s.  5.72*  ‐† 
E1+2+9  ‐†  10.68**  0.83  ‐† 
E1+2  ‐†  0.01  1.88  ‐† 
E8  ‐†    0.06  ‐† 
JST  21.75***  4.75*  0.10  1.67 
J1  21.75***  4.75*  0.10  1.67 
OST  104.27***  38.39***  1.78  1.22 
O3+4+13+12  ‐    ‐   
O3+4+12  0.03  ‐     
O3+4+1      3.09 m.s.  ‐ 
O3+4+23+22  ‐      ‐ 
O3+4+23+2    0.0004  0.06   
O3+4+22      0.87  ‐ 
O3+4+2  ‐  6.35*     
O3+4+7    18.64***  8.04**   
O3+4+8  8.28**  0.99  1.26  0.07 
O3+4+6  0.66  ‐     
O3+4  1.48  2.26  0.88  0.10 
O6    ‐  ‐   
UST      ‐  4.12* 
U1+2  0.23  0.99  0.39  0.83 











OW  e GR  na  quinta  geração,  juntamente  com  a média  e  desvio  padrão  do 
tamanho do centróide (CS). 
  OW  GR  
  n (freq)  CS    n (freq)  CS 
Arranjo           
A1 1 (0.014) 3.034 15 (0.217) 3.176±0.065 
A2 66 (0.892) 3.014±0.083 24 (0.348) 3.080±0.079 
AST 7 (0.095) 3.031±0.077 30 (0.435) 3.068±0.114 
E1+2 22 (0.297) 3.012±0.080 22 (0.319) 3.091±0.120 
E1+2+9 16 (0.216) 3.011±0.113 3 (0.043) 2.968±0.145 
E1+2+9+12  11 (0.149) 3.016±0.065 3 (0.043) 3.098±0.065 
E1+2+9+3  5 (0.068) 2.982±0.066 2 (0.029) 3.027±0.032 
E8 1 (0.014) 3.112 ‐ ‐ 
EST 19 (0.257) 3.026±0.067 39 (0.565) 3.112±0.086 
J1 54 (0.73) 3.005±0.077 37 (0.536) 3.070±0.101 
JST 20 (0.27) 3.045±0.087 32 (0.464) 3.125±0.096 
O3+4 26 (0.351) 3.019±0.066 18 (0.261) 3.081±0.107 
O3+4+1  1 (0.014) 2.949 ‐ ‐ 
O3+4+2  8 (0.108) 3.067±0.073 1 (0.014) 3.041 
O3+4+7  22 (0.297) 3.017±0.075 3 (0.043) 3.029±0.033 
O3+4+8  9 (0.122) 3.005±0.053 12 (0.174) 3.090±0.092 
O3+4+13+12  ‐  ‐ 2 (0.029) 3.150±0.017 
O3+4+22  2 (0.027) 3.103±0.082 ‐ ‐ 
O3+4+23+2  1 (0.014) 3.014 1 (0.014) 3.176 
O3+4+23+22  1 (0.014) 2.907 ‐ ‐ 
OST 4 (0.054) 2.905±0.174 32 (0.464) 3.109±0.110 
U1+2 35 (0.473) 3.029±0.075 38 (0.551) 3.089±0.106 
U1+2+8  39 (0.527) 3.004±0.086 11 (0.159) 3.080±0.129 
UST ‐  ‐ 20 (0.290) 3.118±0.075 
 
 
